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INTRODUCTION 


Le mécanisme de formation des substances humiques dans le 
sol est un problème à la fois très important et très complexe. 
L'hypothèse de Flaig [9], expliquant la formation des substances 
humiques par dégradation de la lignine (охудапоп et déméthy- 
lation) jusqu'au stade phénols, oxydés ultérieurement en quinones 
qui se condensent ensuite avec des acides aminés pour former 
des acides humiques, est une des voies possibles de formation de 
substances humiques dans le sol; mais elle n'est pas la seule. 
Ainsi, Kononova [46] soutient que les substances humiques peuvent 
se former à partir d'autres substrats aromatiques d' origine végétale 
(tannins, flavonoïdes, etc.) De plus, on а trouvé dans les sols 
129, 32| des monomères aromatiques libres (entre autres du ben- 
zoate), qui peuvent servir à la synthèse des substances humiques 
par voie bactérienne. 

L'étude des substances para-humiques synthétisées par des sou- 
ches pures de m icroorganismes cultivés sur un milieu de compo- 
sition bien définie a été récemment proposée [8] comme un des 
meilleurs moyens pour la connaissance du phénomène de humi- 
fication. 


Nous avons entrepris une étude comparative d'une substance 
para-humique, synthétisée par une souche d’Azotobacter chroo- 
coccum cultivé sur benzoate de sodium comme seule source énergé- 
tigue, et des extraits humiques de trois types de sols : mor 
forestier (horizon А), mull forestier (horizon А), rendzine, afin 
d'établir une analogie éventuelle entre eux. 


(*) Société Française de Microbiologie, séance du 6 juin 1966. 
(**) Boursier du Ministère d'Education Nationale d'Espagne. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 


EXTRACTION. — Pour les trois sols, nous avons utilisé la méthode 
d'extraction au pyrophosphate de sodium décrite précédemment [23]. 
Les extraits bruts lvophilisés dans un Ivophiliseur Lyoboy C. 5. D. (5ес- 
froid) ont été repris dans de l’eau distillée, puis dialysés afin d'éliminer 
les sels et les petites molécules. L'eau de dialyse est changée fréquem- 
ment jusqu'à се que son pH soit égal à celui de l’eau distillée et qu'elle 
soit incolore. 

Les eaux de dialyse sont concentrées sous vide, puis lyophilisées 
(fraction D). 

La fraction non dialysable est également Ivophilisée et gardée dans 
un dessiccateur sous vide (fraction ND). 

L'obtention de Ја substance para-humique synthétisée раг Azoto- 
bacter chroococcum a été décrite précédemment [10]; cette substance 
est également divisée en fraction dialysable et non dialysable. 


FRACTIONNEMENT. — Les parties dialysables ont été fractionnées par 
passages successifs sur résines échangeuses d'ions : cationique (Dovex 
so H*) et anionique (Amberlite КОН). Comme éluants, nous avons 
utilisé NH,OH 2 N pour obtenir la fraction basique et CIH à concen- 
trations croissantes jusqu'à 2 N pour l'obtention de la fraction acide. 
Dans ces différentes fractions, nous avons dosé les acides aminés, les 
glucides et les acides organiques. 


DÉTERMINATION DES POIDS MOLÉCULAIRES APPROXIMATIFS PAR PASSAGE 
SUR GEL DE SEPHADEX G-75, G-100 et G-200 — Comme éluant, nous 
avons utilisé une solution о,ог М de CINa. Les fractions ont été recueil- 
lies, par volumes de s ml, à l’aide d’un collecteur de fractions Seive. La 
densité optique des fractions а été mesurée à 450 mu à l’aide d'un 
photocolorimètre Spectronic 20 [20]. 


ETUDE SPECTROMÉTRIQUE. — L'examen dans ГО. У. а été fait еп 
utilisant un spectrophotomètre Beckman DK-:A. 


Les fractions non dialysables ont été mises en suspension dans le 
nujol et passées dans un appareil Perkin-Elmer infracord, avec prisme 
de CINa, pour enregistrer le spectre I. R. 


a) Etude chimique. La méthode de Burges [3] a été utilisée pour le 
Fractionnement classique en acides humique, fulvique et hymétoméla- 
nique des fractions non dialysables. 


b) La matière organique a été déterminée par perte au feu à 450° C 
dans un four électrique. 


©) Ге carbone organigue a été dosé par la méthode d'Anne modi- 
пее [5] et l'azote par la méthode dite microkjeldahl. 


d) P total a été déterminé par la méthode de Fiske et Subbarow 
modifiée par Faure [7]. 
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e) NH, total a été déterminé par la méthode de Rosen [25] avant 
et aprés hydrolyse par CIH-6 N dans des tubes scellés, à 105° С pen- 
dant seize heures. 


J) Les acides aminés ont été mis en évidence par chromatographie 
couche mince sur plaque de cellulose M N зоо (Macherey et Nagel); 
les solvants utilisés ont été les suivants : 


H-propanol ОЕ баш ылы noie a аа ент о аен иа [33] 
n-propanol : ammoniaque ВБИВ ВОН: een en айй 8:2 [33] 
n-butanol : acide formigue : сап.................. Ó nr Е 
n-butanol : acide acétique : eau.. .(рһаѕе organique) 4 121: 51 [дд] 


Les acides aminés ont été révélés par une solution 0,2 P. 100 de 
nynhidrine dans l’éthanol. 
Les hexoses ont été déterminées раг la méthode à Гапгопе [28]. 


g) Les glucides ont été mis en évidence par chromatographie couche 
mince sur plaque de cellulose et sur papier Whatman n° ÿ avant 
et après hydrolyse acide dans НСІ 2N dans tubes scellés à 1059 C 
pendant quatre heures. Les solvants utilisés ont été les suivants : 


acétate d'éthyle : pyridine : eau.... 2:1:72 113] 
n-butanol : acide acétique : eau.... 2 
n-butanol : éthanol : eau ........ 


т: 
I :1;0 [32] 


Révélateurs utilisés : phtalate d'aniline [22] et solution acétonique 
de NO,Ag. 


h) Les acides organiques ont été mis en évidence par chromatographie 
couche mince sur cellulose, sur gel de silice G (Merk), et sur papier 
Whatman n° r. Les solvants utilisés ont été les suivants : 


n-butanol : acide formique : eau....... 6 : í :2 [i] 
propanol : ammomniaque ................ 6: 4 [1] 
éthanol o6° : NH, 25 р. roo : eau ....... 2 š ас а [4] 


Comme révélateur, nous avons utilisé le réactif de Linskens [19] 
et le vert de bromocrésol. 


RESULTATS 


PROPRIÉTÉS PHYSICO-CHIMIQUES. 


Les trois extraits humiques et la substance para-humique micro- 
bienne ont les propriétés typiques des substances humiques : couleur 
noire, caractères colloïdaux, solubilité dans les solutions alcalines, 
précipitabilité par les acides, Par fractionnement selon la méthode 
de Burges .f3], on obtient à partir de ces substances des acides 
fulviques, hymétomélaniques et humiques (voir tableau 1). Leurs 
dimensions moléculaires, mesurées par filtration sur gel de Séphadex, 
sont comparables {voir tableau П) et ne diffèrent pas de celles 
qu’on trouve dans la littérature pour les composés humiques [24]. 


DE SUBSTANCES PARA-HUMIQUES 489 


SYNTHÈSE 


Tagreau I. — Fractionnement des substances humiques selon la 


méthode de Burges [3]. 


| 
| ACIDES AC. HYMÉTO- ACIDES 
FULVIQUES MÉLANIQUES HUMIQUES 
FRACTIONS FRACTIONS FRACTIONS 
| Couleur x уд | Couleur 8 ouleur Po 
KW. PT X лл Е Ще оста: | — — Rr — - = 1 
F | | 
Azotobacter ..... се| jaune 53* rouge 7 | noir 40 
а CT jaune 25* | rouge 15 | noir | бо 
PORN su di mous rouge 42* orange 5 noir | 50 
Rendzine ........... | rouge 57* | jaune 3 noir 44 
| * Calculé par différence au cent. 


TasLeau IL — Filtration de la substance para-humique et des humus 
de trois sols à travers du gel de Séphadex. 


| Porps | 
TYPE DU MOLÉCULAIRE Re 
SEPHADEX LIMITES ы UOL дор OTRE 
D'EXCLUSION PROHABEE 
_ Substance para- 
x humique .........| G-100 | 5 000-100 000 | 40 000-60 000 
| Humus (Mort) ...... | G-200 | 5 000-200 000 | 40 000-200 000 
| | | 
Humus (Май) ...... G-200 | 5 000-200 000 | 40 000-100 000 
| Humus (Rendzine) ..| ` (х-75 x I 000-50 000 20 000-40 000 


PRINCIPAUX CARACTÈRES CHIMIQUES. 


Le tableau HI montre les principaux caractères chimiques et les 
résultats des différents dosages sur les échantillons examinés. On 
ne peut pas tenir compte du pourcentage de la matière organique 
dans les parties dialysables des sols, car l'extraction а été effectuée 
au pyrophosphate, donc les sels sont dans ces fractions. Pour la 
même raison, nous пу avons pas dosé P. 

Le dosage de C organique dans la fraction dialysable de la 
culture d'Azotobacter па pas d'intérêt, car il reste dans le milieu 
nutritif un excès de benzoate non métabolisé par le microorganisme. 
П est toutefois intéressant de remarquer la présence dans les frac- 
tions non dialysables d’un pourcentage assez élevé de matière 
inorganique ; il est possible qu'une partie de celle-ci provienne 
de complexes formés entre les substances humiques et les métaux. 
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Les chiffres concernant matière organique et C organique sont 
comparables. П est à souligner, en revanche, que la quantité de 
N total est très faible dans la substance para- humique microbienne 
et celle de P très forte, tandis que, dans les extraits humiques, 
c'est l'inverse. Le pourcentage en acides aminés est plus élevé dans 
la substance para-humique, mais ce sont les extraits humiques 
de sols qui sont plus riches en glucides. 


incipales caractéristiques chimiques et résultats 
des dosages. 


TABLEAU ПІ, — 


o 


0 
ACIDES 
AMINÉS 


a) Fractions dialysables 


Azotobacter .| [9239 37,04 | — 0,03 | 1,4 [0,0035 0,06 
Mor .......| — | — x 5,16 | 0,15 — | 0,024 0,31 
Mull .......| — — | 6,22 | ото | — ота 0,33 
Rendzine ...| — | — | 6,57 | 0,19 | — | 0,015 | O 
b) Fractions non dialysables 
70 
Ас. am 
après 
hydro- 
| lyse 
| Azotobacter . 63,69 | 36,31 | 40,00 | 0,34 | 5,75 „э | 
| Мот преки 75,73 | 24,27 | 34,60 | 1,90 | 0,86 | о | 0,86* |: 
Mull .......| 78,00 | 22,oo | 36,90 | 2,54 | 1,30 | о | O@,zo* 
-o 0,20* | 


| Rendzine ...| 65,30 | 34,70 | 29,60 | 2,13 | 1,33 | 


Chiffres exprimés en % matière sèche 
* Calculé ра rapport à la matière organique 


Les tableaux IVa et IVb montrent la composition en acides 
aminés des fractions dialysables et non dialysables des trois extraits 
humiques et de la substance para-humique. Nous pouvons constater 
la plus grande analogie entre la substance para-humique et humus 
du mor. On peut remarquer également que Гоп ne retrouve pas 
les mêmes acides aminés dans les fractions dialysables et non 
dialysables. Cependant, il n’y a pas de grandes différences entre 
les divers échantillons. 

Le tableau V montre les acides organiques identifiés dans les 
fractions dialysables et le tableau VI les glucides de ces deux 
types de fractions après hydrolyse acide. 
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ANALYSE SPECTROPHOTOMÉTRIQUE. 


a) Кёсох U. V. — L'analyse du spectre des fractions non dialy- 
sables, dans la région U. У., donne, pour toutes les substances, une 
absorption continue assez régulière, c'est-à-dire que l'absorption 
augmente au fur et à mesure que diminue la longueur d'onde. 
Des résultats analogues ont été décrits par d’autres chercheurs [44, 
17] à propos des substances humiques. 


b) Récron І. К. — Dans la figure r, nous avons représenté les 
spectres d'absorption dans l'infrarouge des fractions non dialysables. 
D'après l'interprétation des auteurs |6, 44, 24, 27, 34, 26], la bande 
d' absorption à 3 200-3 400 cm”, présente dans toutes nos substances, 
correspond à des groupes — OH associés par des liaisons hydrogëne ; 
la bande d'absorption à 1625 cm” correspond aux noyaux агота- 
tiques plus ou moins condensés, et elle est considérée comme 
caractéristique de la molécule de lhumus. 


La bande d’absorption à 1120-1170 ст”, absente dans le mor, 
peut être due au groupe — OCH, aromatique. 


La bande d'absorption à 1020-1070 ст”, présente dans le mull 
et la rendzine est due au Si-O des argiles; la bande d'absorption 
à 840 ст, présente dans la substance para- humique est due aux 
— CH aromatiques. La bande а 725 ст”, présente dans toutes les 
substances, est due aux structures aromatiques polycycliques. 
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FIG, 1. — Spectres d'absorption dans PI R. des fractions non dialysables. 
humus (mor). 2 = substance para-humique. 3 = humus (mull). 
4 = humus (rendzine). | 
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Nous trouvons donc dans la substance para- humique des bandes 
d'absorption caractéristiques relevées dans les extraits humiques des 
sols et considérées comme typiques, dans la littérature, des subs- 
tances humiques. 


DISCUSSION 


Nous avons trouvé dans la substance para-humique microbienne 
et dans les extraits humiques des trois sols les mêmes propriétés 
physico-chimiques : couleur, solubilité, précipitabilité, dimension 
moléculaire, et ce que l’on appelle classiquement en pédologie les 
acides fulvique, humique et hymétomélanique. 


La plus grande différence se trouve dans les pourcentages en 
acides aminés et en glucides ; mais il est admis, pour la molécule 
de l’'humus, une partie centrale aromatique très stable à laquelle 
sont liés des composés azotés (a-aminés) et glucidiques facilement 
détachables |16, 30]. La libération facile, par hydrolyse, des glu- 
cides et des acides aminés confirme cette hypothèse. C’est donc le 
noyau central, caractéristique des substances humiques, qui nous 
intéresse surtout comme critère d’analogie. 


La similitude des spectres d'absorption dans la région U.V. et 
surtout l'existence des bandes d'absorption dans le spectre І. К, 
caractéristiques des structures aromatiques condensées (1625 ст”! 
et 725 cm 1), nous permettent d'affirmer l'existence d’une analogie 
entre la substance para-humique synthétisée par А. chroococcum 
et les extraits humiques de trois sols. 


La synthèse de cette substance para-humique par Azotobacter 
chroococcum pourrait se faire en deux phases; une première phase 
enzymatique avec l'intervention de la phénoloxydase que Küster [18] 
a trouvée dans l’Azotobacter, pour donner le catéchol et postérieu- 
rement la quinone; et une deuxième phase purement chimique, 
dans laquelle les quinones réagiraient avec les groupes —NH, 
libres des acides aminés et donneraient par polymérisation la sub- 
stance para-humique, en accord avec l'hypothèse de Swaby et 
Ladd [31] pour la synthèse des substances humiques. 


П est très probable que des voies multiples existent dans le 
sol pour la formation des polymères humiques. Certains microorga- 
nismes sont capables de synthétiser des corps répondant aux 
critères des substances humiques ; ces microorganismes sont surtout 
des actinomycètes et des champignons [45, 4]. 

Nous avons pu démontrer qu'Azotobacter choococcum, germe 
très répandu dans le sol, peut participer également à la synthèse 
des polymères humiques. 
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RÉSUMÉ 


L'étude chimique et physico-chimique comparée des extraits 
humiques de trois sols différents avec une substance synthétisée 
раг une souche d’Azotobacter chroococcum cultivée sur benzoate 
de sodium а été effectuée. L'analyse qualitative et quantitative de 
ce qu’il est classique d’appeler acides fulvique, humique et hyméto- 
mélanique, des acides aminés, glucides, acides organiques, ainsi 
que les spectres О.У. et LR. et d'autres analyses chimiques et 
physico-chimiques de ces substances permettent de constater l’ana- 
logie du polymère d’origine microbienne et des extraits humiques 
des sols. 

L'éventuelle participation d’Azotobacter à la synthèse des sub- 
stances humiques est discutée. 


SUMMARY 


SYNTHESIS OF PARA-HUMIC SUBSTANCES BY Azotobacter chroococcum. 


We report on a comparative chemical and physiochemical study 
of the humic extracts of three natural soils and of a humic-like 
substance synthetized by a strain of Azotobacter chroococcum cul- 
tivated on sodium benzoate as the sole source of carbon. 

The extracts were fractionated by dialysis and precipitation in 
three main fractions : fulvic, humic and hymetomelanic acids. U. V. 
апа J.R. absorption spectra, approximative molecular weights (on 
Sephadex column), the presence of amino acids, carbohydrates and 
other chemical properties were determined. The results of the stu- 
dies reveal a close analogy between the natural humic extracts and 
the Azotobacter-synthetized humic-like substance. 
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